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ABSTRACT 

The research included the isolation of prolidase from human amniotic fluid 

using different biochemical techniques, One proteinous peak had been isolated by gel 

filtration using sephadex )G-50) and from sephadex (G-100) that produced by 

ammonium sulphate precipitation (60%) after dialysis. The approximately molecular 

weight of the enzyme using gel filtration chromatography (G-100) was (52269.7) 

Dalton and specific activity of 13516.6 unit/mg protein with 75 fold of purification. 

The results showed that the optimum conditions of purified enzyme from amniotic 

fluid were at (50 µg/ml) of protein as a source of the enzyme using (60 mM/L) Tris-

HCl buffer solution at pH (8.0) act for (32) minutes at (39C). Using Line Weaver-

Burk plot, the values of maximum velocity (Vmax) and Michaelis constant (Km) were 

found to be (3448.2 U/L) and (10 mM/L) respectively using Gly-Pro as a substrate.  

Finally, also, involved the study of the effect pharmacological chemicals 

compounds on the enzyme activity, the results showed that the drug chemical 

compounds for type ceramide, metoclopramide, pseudoephedrine, diphenhydramine-

HCl, chloramphnicol, paracetamol and allopurinol give the inhibition type 

competitive, with increased in Km value to 66.6, 71.42, 52.63, 55.55, 83.33, 90.9 

and100.0 mM/L respectively for inhibitors above, while the others pharmacological 

compounds for theophlline anhydrous, caffeine anhydrous, metronidazole and 

chlorpheniramine maleate, give the inhibition  type of non-competitive with decreased 

in Vmax values to 2173.9, 2439.0, 2000.0 and 2325.58 U/L respectively, but 

dexathamazone was an activator to the prolidase approximately 27.18 U/L. 
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 الملخص
تم  اذ  ،تية المختلفةالتقنيات الحيا عمالباست سائل الأمنيونيإنزيم برولايديز من  عزل تضمن البحث 

للراسب البروتيني  G-100 سيفادكسونوع  G-50 سيفادكس نوع بتقنية الترشيح الهلاميواحدة بروتينية  قمة عزل
 وزن الجزيئي التقريبيالقدر . و %( بعد عملية الفرز الغشائي60) كبريتات الامونيومالناتج من عملية الترسيب ب

، وبلغت فعاليته دالتون  52269.7( التي كانت بحدود G-100) نوع ميتقنية الترشيح الهلا تعمالسابللإنزيم 
أن  لنتائج أظهرت امرة.  75وحدة إنزيم/ملغم من البروتين ذي عدد مرات تنقية وصلت  13516.6النوعية 

للبروتين كمصدر مايكروغرام/مل  50تركيز استعمال عند  سائل الأمنيونيلإنزيم المنقى من الظروف المثلى ل
وعند أس هيدروجيني  مول/لترملي  60بتركيزحامض الهيدروكلوريك  -ترس المنظم محلولال عمالباستيم للإنز 
برك( تم إيجاد قيمة السرعة   –لاين ويفرم )رس عمالوباست .°م39دقيقة ودرجة حرارة  32وزمن تفاعل  8.0

مول/لتر على  ملي  10و روحدة إنزيم/لت  3448.2كانت مساوية لـالتي ( mK)وثابت ميكيلس ( maxV)القصوى 
 . (Gly-Pro)برولين -نوع كلايسين مادة الأساسعند استعمال  التوالي 

أن المركبات الية الإنزيم، وبينت النتائج فع على الدوائيةالكيميائية  المركبات تم دراسة تأثير بعض وأخيرا  
 كلورامفينكولو هايدروكلورايد -ايدرامينداي فيهو  بسيدوفيدرينو وميتوكلوبراميد  السيراميدالكيميائية الدوائية من 

،  66.6وصلت الى   mKقيمة زيادة في  الذين كانت لهم، تنافسيال نوعمن  ا  تثبيط وا اعط ألوبيرانولو  باراسيتامولو 
، اما المركبات ملي مول/لتر على التوالي للمثبطات اعلاه 100.0، 90.9، 83.33، 55.55، 52.63، 71.42

،  نوع غير التنافسيمن ال ا  تثبيط وااعط كلورفينيرامين ماليتو  ميترونيدازولو  كافايينو  ينثيوفيلالدوائية من نوع 
 2325.58 و 2000.0، 2439.0 ،2173.9للمثبطات من هذا النوع الى  maxVووصل الانخفاض في قيمة 

 .إنزيم/لتر وحدة 27.18وبمقدار  نزيملإمنشط ل لوحظ ان الدكساثامازون ولكن  ،على التوالي وحدة إنزيم/لتر

 

 .مثبطات، منشطات السائل الأمنيوني، ،برولايديز  إنزيم، ،عزل :يةمفتاحالكلمات ال
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 المقدمة 
وببتايديز الحاوية على وحدتين ثنائية متجانسة مات امينمن إنزي [E.C 3.4.13.9]يعد إنزيم البرولايديز 

)والذي يعتمد في تفاعله على ايون المنغنيز ثنائي التأكسد( اذ يعمل على تحرر البرولين او هيدروكسي برولين  
، اذ يعد احد  [1]1937وقد تم التعرف عليه عام  Oligopeptidesلوحدات من النهاية الكاربونية للببتيدات قليلة ا

، والكولاجين من البروتينات [2]ي تشارك في بناء الكولاجين وله علاقة في معدلات تحولات الكولاجينالإنزيمات الت
يضا كرابط ، ويدخل الكولاجين ا[3]المسؤولة عن الحفاظ على سلامة جميع مكونات الانسجة الضامة )الرابطة(

نقل الايون وايض الدهون وتنشيط إنزيم الكاينيز ومكون لمستقبلات لها دور مهم في نقل الاشارات التي تنظم 
لك فإن التغيير في الكمية والتركيب والتوزيع للكولاجين في الانسجة يمكن ان يؤثر على  والتعبير الجيني، لذ

. يتواجد إنزيم البرولايديز في اعضاء وانسجة مختلفة  [4]لاياالعمليات الايضية ووظائفها ونقل الاشارات بين الخ
وفي نمو الخلية  [5]اء الكولاجينئف عدة على سبيل المثال تقويض البروتينات وتحولات وتنظيم بنوله وظا

.  [2]وتنظيمها وعوامل الاستنساخ وكذلك يؤدي دورا  في عملية ألتئام الجروح وفي الالتهابات وانتشار السرطان
)وهو احد المرسلات الثانوية داخل   عن ذلك فالإنزيم يشارك في عملية تنظيم انتاج جذر نيتريك اوكسايد فضلا

بارز مع العديد من الوظائف الحيوية والفسلجية نتيجة علاقته مع نيتريك الجسم( ولذلك فإن الإنزيم له دور 
للكولاجين يمكن ان تؤدي دورا    Turnoverت . ان زيادة التحولا[4]أوكسايد الذي بدوره له وظائف حيوية مختلفة

. اذ للإنزيم دور مهم في  [6,5]لمرض تصلب الشرايين وتطوره وغيرها من الامراض مهما  في الفسلجة المرضية 
اعادة بناء الكولاجين، وهو موجود في المخاط المعوي وانسجة الكلية والكبد والدماغ والقلب والمثانة وكريات الدم 

ختلفة، واشارت العديد من  . وتزداد فعاليته عند زيادة تلف الكولاجين في اعضاء الجسم الم[7]ماالحمر والبلاز 
اض فعلى سبيل المثال لوحظ ان هناك علاقة بين امراض القلب الوعائية  الدراسات علاقة الإنزيم مع بعض الامر 

  وان هناك  [10,9]رطانات الكلية والمثانة. وكذلك لوحظ ان فعالية الإنزيم تزداد في س[8]وفعالية إنزيم البرولايديز
ضادات الأكسدة وعلاقة طردية بين زيادة حصول نزيم مع انخفاض في مستويات معلاقة عكسية بين فعالية الإ

وبالتالي يمكن ان يحفز الكرب التأكسدي على حدوث امراض  [11]حالة الكرب التأكسدي وزيادة فعالية الإنزيم
 . وكذلك يعد الإنزيم مؤشر على حدوث مرض[12]وعائية خاصة لذوي السمنةمختلفة مثل امراض القلب ال

وله علاقة طردية مع عدد التكيسات  Polycystic ovary syndromeمتلازمة المبيض المتعدد التكيسات 
. ويعد الإنزيم كمؤشر لحدوث تليف الكبد لدى  [13]والتي يمكن ان يعد تطور المرض لرؤية المرض بشكل واضح

برولايديز يمكن ان يكون فقط في   التهاب الكبد الفايروسي مع الاشارة الى أن مرض انخفاض فعالية إنزيممرضى 
الطفرات الوراثية ولا يوجد علاج لهذه الحالات سوى حقن المريض بالإنزيم بعض الحالات الوراثية نتيجة لحدوث 

 .  [14]بعد ان يتم عزله من مصادر مختلفة
يم وظائف حيوية وتطبيقية اخرى اذ يدخل في عملية تحطيم البرولايديز في علاوة على ذلك يدخل إنز 
الاوكسجين  -والفسفور F-Pالفلور -بعملية تحلل اواصر الفوسفوروذلك  [15]المركبات السامة العضوية الفوسفاتية

O-P [16]  وكذلك يستعمل في اجهزة المتحسسات الحيويةBiosensor السامة  لتحديد نسبة المركبات العصبية
يل فلوروفوسفات من المركبات العضوية الفوسفاتية مثل مركبات ثنائي ايزوبروب

Diisopropylfluorophosphate  وسومانSoman   وسارينSarin [17]  فضلا عن استعمال الإنزيم في ،
، علاوة  [18]، وايضا يدخل في صناعة الجبن من اجل تحسين نوعيته[15]ازالة تلك المركبات السامة السابقة الذكر

ونتيجة  .[19]الذين لديهم نقص في هذا الإنزيمعلى ذلك، فإن الإنزيم يستعمل لأغراض علاجية في المرضى 
إنزيم برولايديز  عزل الىف هذه الدراسة اهدلجميع تلك الوظائف الحيوية والتطبيقات المختلفة للإنزيم فقد حددت ا 
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وتأثير  وظروف عمله المثلى ةحركيالناحية المن  تهدراسمن ثم السائل الأمنيوني باستعمال تقنيات مختلفة و من 
، إذ أن لدراسة التأثيرات التثبيطية او التنشيطية على فعالية إنزيم البرولايديز دوائية عليهت الكيميائية الالمركبا

تعماله في  يلعب دور مهم في التحكم في وظائفه من خلال السيطرة على زيادة او انخفاض من فعاليته وزيادة اس
 ئعا  الاستعمال لأغراض علاجية مختلفة. مركبا  دوائيا  شا 12تطبيقاته فضلا عن معرفة ألفته تجاه 

في عملية عزل الإنزيم كون أن الإنزيم لم يعزل في دراسات سابقة من هذا  السائل الأمنيوني استعمل 
ثر بشكل مباشر عليه، والسائل  السائل فضلا عن ان هذا السائل في حالة تماس مباشر مع الجنين فهو يؤ 

ون, ومصدر افرازه الرئيس هو بلازما دم ي, يوجد في كيس الامنرلاصفرالون مائل ل وسائل شفاف ذالأمنيوني هو 
السائل  يتكون , و [20]كذلك من جلد الجنينالمشيمة و من الاغشية الأمنيونية والحبل السري و  أالام, كما ينش

عضوية ونصف   كما يحتوي على مواد عضوية ولامن مكوناته % 98اء الم الماء اذ يشكل منالأمنيوني 
وصبغات كما  ودهون وهورمونات تينات والنصف الاخر يتكون من كاربوهيدراتات العضوية هي برو المكون

 .[21]يحتوي على الالكتروليتات والعناصر المعدنية
 

 Materials and Methods المواد وطرائق العمل

لال فترة ما بين الاصحاء ظاهريا خحوامل المن نساء ( مل 220بحجم ) السائل الأمنيوني عينات جمعتالعينة: 
اثناء الولادة من مستشفى ( عينة 21بأعداد ) ،2013بداية شهر تشرين الثاني ونهاية شهر الكانون الثاني لعام 

وتم , ( سنة16-45بين )اطباء مختصين، اذ تراوحت اعمارهم ما  وبإشرافالتعليمي في مدينة الموصل  البتول
دقيقة  (30) ولمدةx g 3500  الطرد المركزي عند سرعة اخذ السائل الأمنيوني مباشرة واجريت له عملية

 .خطوات التنقية عليه بشكل مباشر للحصول على السائل بشكل رائق الذي استخدم لإجراء
 

 Determination of prolidase activityتقدير فعالية إنزيم برولايديز 
وكذلك  [22]واخرين Myaraاحث المتبعة من قبل الب طريقةال حسببرولايديز تم تقدير فعالية إنزيم 

اذ يحفز إنزيم برولايديز على تحلل الاصرة البيبتيدية المتكونة بين الببتيد نوع  ،[23]واخرين Ozcanالباحث 
( الذي يتم تقديره باستعمال تفاعل لاتيةالمعادلة ا ليتحرر البرولين )كما موضح في  (Gly-Pro)برولين -كلايسين

 .[24]الننهايدرين
 

 
 

 Preparation of reagents  اشفالكو  تحضير
ملي   50 بتركيز المنظمحامض الهيدروكلوريك –: ويحتوي على ترسWorking solutionالعمل  محلول (1

ملي  5لمنغنيز بتركيز ملي مول /لتر وكلوريد ا 1وكلوتاثايون بتركيز  7.8عند أس هيدروجيني  مول/ لتر
 %.0.1بتركيز Triton-100مول/لتر و

 ملي مول/لتر. 44( بتركيز Gly-Proبرولين ) -كون من مركب كلايسينالاساس: ويتمحلول مادة  (2
 .ملي مول 29.93محلول الكلوتاثايون بتركيز (3
 مول/لتر. 0.45محلول ثلاثي كلورو حامض الخليك بتركيز  (4
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 Procedureطريقة العمل 
 برولايديز كما في الجدول الآتي:طريقة العمل لتقدير فعالية إنزيم تم وضع 

لول الاختبار حم  
Test solution 

 محلول البلانك 

Blank solution 
 المحاليل المستخدمة 

1 mL 1 mL  محلول العملWorking solution 

200 µL -  السائل الأمنيونيAmniotic fluid 

- 200 µL  ماء مقطرD.W 
 درجة مئوية  37مدة ثلاث ساعات عند مزج وحضن ل

200µL 200µL  لتر.ملي مول/ 44بتركيز محلول مادة الاساس 
درجة مئوية 37دقائق عند  30مزج وحضن في الحمام المائي لمدة   

1 mL 1 mL  مول /لتر 0.45محلول ثلاثي كلورو حامض الخليك بتركيز  

 
 1دقائق، ومن ثم تم أخذ  5لمدة  x g 700مزجت الأنابيب ووضعت في جهاز الطرد المركزي عند 

عبارة عن  تعرف بأنها وحدة الإنزيمإذ أن –لبرولين باستعمال كاشف الننهايدرين. مل من الراشح لحساب تركيز ا
مليلتر  لكل لكل دقيقة  برولين الى  برولين -كلايسين مادة الاساس التي تحول مايكرومول واحد منالإنزيم كمية 

 س.ددة للقياتحت الظروف المح
 

 ته: ودراس الأمنيونيبرولايديز من السائل خطوات عزل إنزيم 
كبريتات  عملتاست: Protein precipitation by salting outترسيب البروتين بالإزاحة الملحية . 1

ولحجم  % 60 ة تشبعالإزاحة الملحية وبدرجطريقة بمن السائل الأمنيوني لترسيب البروتين الصلبة الامونيوم 
س الإنزيم من قبل الباحثين لفصل  مل من السائل الأمنيوني اذ استعمل هذا النوع من الملح لترسيب نف 220

بصورة تدريجية مع  اذ اضيف الملح ،[26]ولفصل الإنزيم من نسيج دماغ الماعز  [25]الإنزيم من البكتيريا
ساعة في   24المحلول مدة °م، ومن ثم ترك 4التحريك المستمر بالمحرك المغناطيسي عند درجة حرارة 

  تترسب جميع البروتينات.لالثلاجة 
 

 Separation of the precipitation by cooling centrifugeبالطرد المركزي المبرد  الراسب. فصل 2
،  دقيقة 45ولمدة   x g 9000  بجهاز الطرد المركزي المبرد بسرعة )الراشح( فصل الراسب عن السائل الرائق 

لراسب البروتيني اقل كمية من الماء المقطر، وبعد حساب حجم محلول ا  لمفصول الراسب ا ىأضيف الثم 
كل  برولايديز في  وقيست فعالية إنزيم ، [27]المحورة البروتين بطريقة لاوري والسائل الرائق الناتج قدرت كمية 

اجريت ثم ومن  ،[22]نواخري Myara طريقة الباحث عمالمحلول الراسب البروتيني والسائل الرائق باستمن 
 .رز الغشائيعليه الخطوة التالية من التنقية وهي عملية الف

 

(  2مل( والناتج من الخطوة ) 33.5أستخدم الراسب الذي كان بحجم ): Dialysis. الفرز الغشائي )الديلزة( 3
 0.1كيز بتر  3HCO4(NHلإجراء عملية الفرز الغشائي عليه وباستعمال محلول بيكاربونات الامونيوم )

ة كل البروتينات الفرز الغشائي لإزال، اذ استعملت عملية  Donnanوذلك لتجنب تأثير دونان [28]مول
الناتج من   كبريتات الامونيومدالتون وكذلك ايونات ملح  14000والببتيدات التي لها أوزان جزيئية اقل من 

ريك بالمحرك المغناطيسي مع ضرورة تبديل مع التح °م4. تمت عملية الديلزة عند درجة حرارة عملية الترسيب
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الفرز   ساعة. وبعد الانتهاء من عملية 24لثلاث مرات واستمرت العملية لمدة  محلول بيكاربونات الامونيوم
الغشائي تم حساب الحجم النهائي للمحلول الناتج وتقدير كمية البروتين بطريقة لاوري المحورة إضافة الى  

 لحين الاستعمال.  °م20-ثم حفظ المحلول في درجة   يديزبرولاتقدير فعالية إنزيم 
 

  ( سم  (290عمود الفصل ذو الأبعاد عملاست: G-50سيفادكس  عمالالهلامي باستفيا الترشيح . كروماتوغرا4
فصل المركبات مخصص ل( الSephadex G-50)  G-50والذي يحتوي على هلام السيفادكس من نوع  

في وبالتالي التخلص من هذه المركبات التي لا نحتاجها  [29]كيلو دالتون  30ذات الأوزان الجزئية لغاية 
مل من المحلول الناتج من   4، تم حقن العمود بكمية سم 85. وبلغ ارتفاع الهلام في العمود الدراسة الحالية

وعية للإنزيم  ( التي لديها أعلى فعالية نA( وقد ظهرت لدينا حزمة واحدة )الحزمة 3عملية الديلزة )الخطوة رقم 
 . (1)الشكل 

 

الناتجة  و لإنزيم ل عالية نوعية التي أظهرت فعالية  البروتينيةالحزمة تجفيد  تم: Lyophilizer . تقنية التجفيد5
-وحفظت عند درجة حرارة  ةالعين تأخذثم  الى ثلث حجمها، Sephadex G-50من عمود الفصل نوع 

 °م حتى يتم تهيئتها للخطوة التالية. 20
 

(سم  (290ذو الأبعادالفصل عمود  عملاست: G-100سيفادكس  عمالوماتوغرافيا الترشيح الهلامي باست. كر 6
بلغ ارتفاع الهلام في  اذ G-100 (Sephadex G-100 .)والذي يحتوي على هلام السيفادكس من نوع 

ت العمود حجم الروغان للمواد القياسية التي حقنت في العمود لغرض تحديد صفا حددسم، و  85العمود 
البروتينية ذات الفعالية العالية الناتجة من حقن   ة وإيجاد منحني قياسي لتحديد الوزن الجزيئي التقريبي )للحزم

( من خلال رسم العلاقة الخطية بين حجوم  ًحجوم روغانها أيضا  حددت المواد في عمود الفصل والتي
 . [30] روغانها ولوغاريتم أوزانها الجزيئية المعلومة

 
المحلول المنظم نوع : (G-100وسيفادكس  G-50)سيفادكس  الفصل ةعمداة في عملاد والمحاليل المستالمو 

، المحلول البروتيني )للراسب( ملي مول/لتر 10وبتركيز  8حامض الهيدروكلوريك ذو أس هيدروجيني -ترس
  5ج من الخطوة رقم عمود الفصل الاول(، المحلول البروتيني الناتفي  تعمل)تس 3الناتج من الخطوة رقم 

(  iV) ( لحساب الحجم الداخلي للعمودTrpالتربتوفان )عمود الفصل الثاني(، الحامض الاميني في  عمل)تست
Internal volume ، الدكستران الأزرقBlue dextran  ( لحساب الحجم الخارجي للعمودoV )Void 

volume إنزيم الهكسوكاينيز ) لايديزبرو لتحديد الوزن الجزيئي لإنزيم  عمالومواد قياسية مستHexokinase ،
، ألبومين البيض Bovine serum albumin( BSAألبومين مصل البقر )، α-amylaseاميليز-إنزيم الفا

Egg albumin ببسين، ال  Pepsin  والبابينPapain .) غرام )من   0.1 المحاليل القياسية بإذابة حضرت
 مل3بحجم  ًومن ثم أجريت عملية حقن المواد القياسية المذكورة آنفا مقطرمل من الماء ال 10القياسية( في  وادالم

  عمل والذي است 7بالمحلول المنظم عند اس هيدروجيني في عمود الفصل وعلى جدران عمود الفصل تبعها الغسل 
  مل/ساعة 75بمعدل جريان  الأوللعمود من ا . أجريت عملية الجمع Elution solutionكمحلول روغان  ًأيضا

  62عملية الجمع بمعدل جريان نت كا لعمود الثاني فقدل اما  ،لكل جزء ثلاث دقائقوبفاصل زمني مقداره 
تمت  .Fraction collectorجهاز جامع الأجزاء عمالدقائق لكل جزء باست 5وبفاصل زمني مقداره  مل/ساعة 

-UVالضوئي نوع ) از المطيافمتابعة المحتوى البروتيني من خلال قياس الامتصاصية للأجزاء المفصولة بجه

Vis Spectrometer-PD 303UV )نانومتر. فضلا  عن متابعة فعالية إنزيم برولايديز  280 يعند طول موج
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الأجزاء  تجمع، ومن ثم [22]( واخرين Myara) في كل جزء من الأجزاء المفصولة باستعمال طريقة الباحث
 .للإنزيمفعالية أعلى  البروتينية الحاوية على 

 
 لإنزيم برولايديز ذات أعلى فعالية نوعية  ةتجفيد الحزمة البروتينية الناتج تم: Lyophilizer . تقنية التجفيد 7

حفظت  صلبة أة، وبعد الحصول على الإنزيم بهي(2( )الشكل Sephadex G-100الثاني ) من عمود الفصل
فعالية الإنزيم  ةدراسزيئي للإنزيم و لحين استعماله في الخطوة اللاحقة في حساب الوزن الج °م 20-بدرجة 

تركيز الإنزيم ل بها الإنزيم المفصول من السائل الأمنيوني وهي يعم التيظروف المثلى اللغرض تحديد 
 ودرجة حرارة التفاعل مادة الأساس والأس الهيدروجيني وزمنتركيز و  عملالمحلول المنظم المستتركيز و 

 ائية الدوائية على الإنزيم.فضلا عن دراسة تأثير المركبات الكيمي
 

 ية ت الكيميائية الدوائاو التنشيطي للمركباالتثبيطي  التأثير
اختبار امكانية تأثير المركبات الكيميائية الدوائية   في  [31]( واخرينBefani)استعملت طريقة الباحث 

 تراكيز مختلفة من  عمالباست لتثبيطالاخيرة، وكذلك دراسة نوعية ا  تنقيةال عملية بعدالبرولايديز  إنزيم فعالية  على
 .  نزيم بعد تحديد الظروف المثلى عليهالإنزيمي المحدد لقياس فعالية الإالمواد الكيميائية على الـتفاعل  

 
 النتائج والمناقشة

   518.73الى قيمة )إن الفعالية النوعية للإنزيم ارتفعت الى ( 1)دولتشير النتائج الموضحة في الج 
الإنزيم في  رنة بفعالية راسب الناتج من عملية الترسيب مقاللخلال عمليات التنقية  م بروتين(وحدة إنزيم/ملغ

  كما ارتفعت أكثر بعد عملية الفرز الغشائي ، وحدة إنزيم/ملغم بروتين( 179.93السائل الأمنيوني )الخام( )
   [32]دالتون(  14000رة )التي تقل عنوذلك بسبب إزالة المركبات البروتينية ذات الأوزان الجزئية الصغي )الديلزة(

عمودين من أعمدة الفصل،   عمالوكذلك ازدادت بعد است( ينملغم بروت/وحدة إنزيم 1017.76ووصلت الى )
  لفصل المركبات ذات الأوزان الجزيئية المختلفة  G-100والثاني نوع سيفاديكس  G-50الأول نوع سيفاديكس 

  القمة  أعلى اذ تم الحصول على تلك النقاوة من عملية جمع  .مرة ((75 ت للإنزيم وصل عالية للحصول على نقاوة
 .ذات الفعالية العالية والكمية القليلة للبروتين للإنزيم

 
 .سائل الأمنيوني الإنسان  من إنزيم برولايديزخطوات تنقية  :1الجدول 

 لكللكل دقيقة  برولينالى  ( Gly-Pro)  مادة الاساس حول مايكرومول واحد مني تالتالإنزيم وحدة الإنزيم: هي عبارة عن كمية  *
 .مليلتر تحت الظروف المحددة للقياس

 خطوات التنقية 
الحجم  
 )مل(

  تركيز البروتين
 )ملغم/مل(

 للإنزيم  الفعالية
وحدة  )*

 إنزيم/مل(

 الفعالية الكلية 
 )وحدة إنزيم( 

 الفعالية النوعية 
وحدة إنزيم/ملغم  ) 

 بروتين(

عدد مرات  
 التنقية 

الاستعادة 
 % 

 100 1 179.93 114400 520 2.89 220 السائل الأمنيوني 
 62.4 3 518.73 71422 2132 4.11 33.5 60الترسيب بكبريتات الامونيوم %

 35.5 1 263.58 40565 213.5 0.81 190.0 الراشح 

 62.2 6 1017.76 71177.5 2005 1.97 35.5 الديلزة للراسب 

  الناتجة من عمود الفصل Aة القم
 G-50الترشح الهلامي سيفادكس  

30.4 0.67 2100 63840 3134.3 17 55.8 

  الناتجة من عمود الفصل Aة القم
 G-100الترشح الهلامي سيفادكس  

17.7 0.18 2433 43064.1 13516.66 75 37.6 
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 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي: 
تي تم الحصول عليها من الترسيب هذه التقنية في عملية فصل المركبات البروتينية ال عملتاست

فيها عمود الفصل الحاوي على هلام   عملا عملية الفرز الغشائي(. وقد استبكبريتات الامونيوم )بعد أن اجري له
       ثم بعد ذلك عمود الفصل الحاوي على هلام السيفادكس نوع  G-50 (Sephadex G-50)السيفادكس نوع 

G-100 (Sephadex G-100)  نوع لذات فعالية عالية للإنزيم  ة واحدةحزملوحظت وقد( عمود الفصلG-50 )
مل )وان حجم الروغان لبداية ظهور حزمة فعالية الانزيم 164.7وكانت القمة عند حجم روغان ( 1 لشك)ال

ملغم بروتين وعدد مرات /وحدة إنزيمية 3134.3مل( والفعالية النوعية لها كانت 173-135ونهايتها كان ما بين 
محتوي على هلام  ى في العمود الثاني ال، ثم حقنت القمة الأول( 1)الجدول  مرة مقارنة بالإنزيم الخام 17قية التن

اذ ان روغان المحاليل البروتينية أعطى حزمة بروتينية واحدة وكانت القمة ذات الفعالية   G-100نوع سيفادكس 
هور حزمة فعالية الانزيم ونهايتها لهذا العمود  )وان حجم الروغان لبداية ظ مل 163.5العالية عند حجم روغان 

  13516.66زيم هي ل( ومن خلال متابعة فعالية الإنزيم اذ جد ان الفعالية النوعية للإنم 236-85كان ما بين 
مرة مقارنة بالإنزيم الخام والتي استعملت فيما بعد لتقدير الوزن   75ملغم بروتين وعدد مرات التنقية /يةوحدة إنزيم

   .(2يئي )الجدول الجز 
 

 
 Sephadex G-50   نوع يز الناتجة من عمود الفصلينية لإنزيم برولايدروغان الحزمة البروت لالمظهر الجانبي  :1الشكل 

 بواسطة تقنية الترشيح الهلامي. سائل الأمنيونيالعائدة ل
 

 
-Sephadex G لناتجة من عمود الفصل  المظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم برولايديز ا :2الشكل 

 سطة تقنية الترشيح الهلامي.واب سائل الأمنيونيوالعائدة ل 100
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 بتقنية الترشيح الهلامي :  لإنزيم البرولايديز تقدير الوزن الجزيئي التقريبي
لهلامي الوزن الجزيئي التقريبي للحزمة البروتينية الناتج من عمود الفصل باستعمال تقنية الترشيح ا قدر

وذات نقاوة  ذا أعلى فعالية للإنزيم، اذ أعطى عمود الفصل هSephadex G-100 الاخير من نوع للعمود
من خلال إمرار عدد من المركبات لذلك تم استعمالها في تقدير الوزن الجزيئي للإنزيم  مرة (75)لى ا وصلت

دالتون( على عمود الفصل لغرض   2000000 - 204) معلومة الوزن الجزيئي والتي تتراوح أوزانها الجزيئية بين
 ،(oV( وكذلك الحجم الخالي أو الفارغ من الحبيبات )iVحجم الداخلي )تعيين خواص العمود من حيث ال

( مع Sephadex G-100( يبين المواد التي تم إمرارها على عمود الفصل الحاوي على هلام ) 2والجدول )
رسم حجم الروغان لكل مادة مقابل لوغاريتم وزنها الجزيئي ظهر خط وعند . أوزانها الجزيئية وحجوم روغانها

البرولايديز المعزول من   ( والذي حدد من خلاله الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيم3في الشكل ) يلاحظ قيم كما مست
 (. 2دالتون )الجدول  52269.7غ بلالسائل الأمنيوني والذي 

  [34,33]ته من مصادر مختلفة لأنسجة مختلفة من الانسانان إنزيم برولايديز اجريت له عمليات تنقي
لإنزيم من السائل الأمنيوني. وقد لوحظ ان الإنزيم المعزول من كريات دم الحمر  ان هناك عزل ل  ولكن لم نلاحظ

، اما الوزن الجزيئي للإنزيم المعزول من بكتريا نوع [35]دالتون  55000الانسان له وزن جزيئي بلغ 
Aureobacterium esteraromaticum  وبوزن جزيئي  دالتون بتقنية الترشيح الهلامي 44000كان بمقدار ،

.  فضلا  [36]وللمصدر نفسه SDS PAGEبواسطة جهاز الهجرة الكهربائية دالتون عند تقديره  40000ما يقارب 
نزيم ايزومرين ولهم عن ذلك فقد لوحظ ان هناك قمتين عند فصل إنزيم البرولايديز من بروستات الانسان، وان للإ

. وان الجين  [37]لى التوالي باستعمال تقنية الترشيح الهلاميدالتون ع 165000و 110000اوزانا  جزيئية تقارب 
حامض اميني ذو وزن جزيئي  493( وله القدرة على تشفير 19المسؤول عن الإنزيم يقع في الكروموسوم رقم )

ن الوزن الجزيئي للإنزيم المعزول من بكتيريا نوع . فضلا عن ذلك فقد لوحظ ا [38]دالتون  54000
philiaXanthomonas malto وهو مقارب لما وجدناه في دراستنا الحالية.  [25]دالتون  51000 بلغ 

 
  نوع هلام في تقنية الترشيح الهلامي باستعمال  عملةلمواد القياسية المستا م روغان و وحج  ةن الجزيئياوز : الا2الجدول 

Sephadex G-100 . 

الوزن الجزيئي   القياسية   أسم المادة
 )دالتون( 

حجم الروغان  
 )مل(

 2000000 99 ( oV)الحجم الخالي  Blue dextranالدكستران الأزرق 

 Hexokinase 100000 126هيكسوكاينيز 
 Bovine serum albumin 67000 160ألبومين مصل البقر

 amylase- α 58000 172 اميليز -الفا 

 Egg albumin 45000 216ض ألبومين البي 

 Pepsin 36000 244الببسين 

 Papain 21000 280ين االباب 

 204 437 (¡V)الحجم الداخلي   Tryptophanالتربتوفان 

 163.5* 52269.7 ذات فعالية عالية( Aالمجهول )القمة 

بواسطة تقنية  سائل الأمنيونينزيم من ( الذي يظهر فيه حجم روغان القمة المفصولة للإ2أخذت هذه القيمة من الشكل رقم ) *
 .G-100الترشيح الهلامي لعمود الفصل 
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-Sephadex Gنوع  المنحني القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي باستعمال عمود الفصل: 3 الشكل 

100. 
 

 وني: سائل الأمنيال ول من عز دراسة العوامل المؤثرة على فعالية إنزيم برولايديز الم
مثل كل التفاعلات الكيميائية تكون التفاعلات التي تحفزها الإنزيمات حساسة للظروف الخارجية 

تؤثر على معدل    (pH)وتركيز مادة الأساس ودرجة الحرارة والأس الهيدروجيني الاخرى, وهكذا فان تركيز الإنزيم
عال للإنزيم وتؤثر على تكوين معقد الإنزيم سرعة التفاعل الإنزيمي لان جميع هذه العوامل تؤثر على الموقع الف

عرف على فعالية الإنزيم بصورة دقيقة يكون من الضروري دراسة العوامل المؤثرة ض التولغر  [30]والمادة الأساس
على فعالية الإنزيم المنقى جزئيا وإيجاد الظروف المثلى التي يعمل بها الإنزيم. اذ لوحظ من دراسات سابقة أن  

معادن ودرجة الحرارة رولايديز تختلف بشكل رئيس حسب خصوصية مواد الاساس واحتياجها الى الإنزيمات الب
الاس الهيدروجيني للإنزيم يكون مختلفا  بحسب مصدره ولكن  المثلى والاس الهيدروجيني، وبشكل عام فإن معدل

زل منه الإنزيم، وان درجة  وان القيمة المثلى للإنزيم تعتمد على المصدر الذي ع 8-6يمكن ان يكون ما بين 
للإنزيم البرولايديز المشتق من مصادر ذات الحرارة المعتدلة   °م55-35الحرارة المثلى لها يمكن ان تكون ما بين 

Mesophilic بينما الإنزيم المعزول من مصادر ذات الحرارة المفرطةHyperthermophilic archaea   مثل
 . [39]°م100ها تعطي اعلى فعالية عند نلاحظ ان spp. Pyrococcusبكتريا نوع 
  

بوجود تراكيز مختلفة من الإنزيم المنقى جزئيا  من  برولايديزلية إنزيم ير فعاتم تقدتأثير تركيز الإنزيم:  .1
(  4مايكروغرام/مل( مع توفر المادة الأساس، ويبين الشكل ) 800 –50سائل الأمنيوني تتراوح ما بين )

سرعة   وتركيز البروتين كمصدر للإنزيم بثبوت العوامل الأخرى, اذ يلاحظ ان العلاقة بين فعالية الإنزيم
مايكروغرام/مل ثم انخفض وعليه اعتمد   50التفاعل الإنزيمي تزداد بزيادة تركيز الإنزيم المنقى الى حد 

 هذا التركيز باعتباره التركيز المثالي للإنزيم واستعمل في جميع التجارب اللاحقة. 
تغير في تركيز ايون  تمتاز المحاليل المنظمة بكونها مقاومة للالمحلول المنظم المستعمل: تأثير تركيز  .2

كميات قليلة من حامض او قاعدة الى المحلول وتعد معرفة تركيز المحلول   الهيدروجين عند اضافة
وح ما بين المنظم ضرورية لقياس فعالية الإنزيمات, وتم استعمال تراكيز مختلفة من المحلول المنظم تترا

وبينت النتائج ان   7.8هيدروجيني حامض الهيدروكلوريك وبأس  -ملي مول/لتر( نوع ترس 80 –20)
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ملي مول/لتر( من المحلول المنظم وكما  60كانت عند تركيز )المعزول  برولايديزالفعالية المثالية للإنزيم 
 (. 5مبين في الشكل )

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

حامض  -في محلول المنظم نوع ترس برولايديزتقدير فعالية إنزيم  تم(: pHتأثير الأس الهيدروجيني ) .3
 –5.5ملي مول/لتر( مع تغير الأس الهيدروجيني للمحلول المنظم ما بين ) 60بتركيز )دروكلوريك الهي
( ان أعلى فعالية للإنزيم 6( لغرض ايجاد فعالية الإنزيم المثلى وتشير النتائج الموضحة في الشكل ) 8.5

دماغ الجرذان قيمة   . في دراسة سابقة لوحظ أن للإنزيم العزول من نسيج 8.0اس هيدروجيني كانت عند 
 Xanthomonas. ولوحظ أن الإنزيم المنقى من بكتيريا نوع [40] 8-7.6اس هيدروجيني مثلى عند 

maltophilia  فضلا عن ذلك فقد اشارت [25] 7.5يكون مستقرا  بأعلى فعالية عند اس هيدروجيني ،
اسطة الإنزيم يعمل بشكل مثالي عمليات تحلل المائي للبرولين وهيدروكسي برولين بو راسة اخرى الى أن د

 Aureobacterium esteraromaticumللإنزيم المفصول من بكتريا نوع   9عند اس هيدروجيني 
[36]  .   

رة الزمنية المثلى لعمل دقيقة( لاختيار الفت 40 –0تمت دراسة زمن التفاعل ما بين ) تأثير زمن التفاعل: .4
دقيقة بينما وجد  32( إن أعلى فعالية للإنزيم كانت عند 7) الانزيم اذ تشير النتائج الموضحة في الشكل 

ان زمن التفاعل الامثل للإنزيم المعزول من بكتيريا نوع                     [36]( واخرينFujii) الباحث
Aureobacterium esteraromaticum   دقائق.  10مرور فقط كان عند 

 
 
 
 
 
 
 
 
على فعالية  الأس الهيدروجينيثير تأ :6  الشكل 

 .إنزيم برولايديز

إنزيم على فعالية  زمن التفاعلتأثير  :7  الشكل
 .برولايديز

البروتين المنقى كمصدر تأثير التراكيز المختلفة من  :4 الشكل
 على الفعالية.للإنزيم 

 تأثير التراكيز المختلفة للمحلول المنظم على فعالية  :5 الشكل
 إنزيم برولايديز المعزول .
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م(  °45-25في درجات حرارية مختلفة تتراوح ما بين )برولايديز إنزيم تم قياس فعالية تأثير درجة الحرارة:  .5
( اذ يلاحظ من الشكل ان الارتفاع التدريجي لدرجة الحرارة يؤدي الى رفع  8وكما هو موضح في الشكل )

يحصل بعدها انخفاض في فعالية الإنزيم لذا اعتمدت هذه الدرجة   م(°39فعالية الإنزيم تدريجيا  الى حد ) 
تحفزها الإنزيمات تتأثر بدرجات  الحرارة المثلى للإنزيم في التجارب اللاحقة. اذ ان التفاعلات التي كدرجة

ل الحرارة ولذلك يلاحظ ازدياد معدل سرعة التفاعل المحفز بالإنزيم كلما ازدادت درجة الحرارة وعند استعما
يبدي عندها الإنزيم اعلى فعالية له(   درجات حرارة اعلى من درجة الحرارة المثلى )وهي درجة الحرارة التي

فاعل بسبب حصول مسخ في طبيعة الإنزيم نتيجة لتفكك الأواصر  يحصل انخفاض في معدل سرعة الت
وتين ومن ثم فقدان  الهيدروجينية والقوى الأخرى المسؤولة عن المحافظة على التركيب الثلاثي للبر 

لما وجده الباحث لمثلى التي تم الحصول عليها مقاربة ، وان درجة الحرارة هذه هي الدرجة ا[32]الفعالية
(Sugaواخرين )[25]  عند عملية تنقية الإنزيم من بكتيرياXanthomonas maltophilia   التي كانت

زيم المفصول من بكتيريا نوع للإن م °45بينما كانت درجة الحرارة المثلى عند م. °37عند 
Aureobacterium esteraromaticum [36]  . 

 

 
 .إنزيم برولايديزعلى فعالية  درجة الحرارةتأثير  :8 الشكل

 
يطلق على أعلى سرعة للتفاعل الإنزيمي برولين:  -تأثير تركيز مادة الأساس من الببتيد نوع كلايسين .6

وتركيز المادة الأساس تم قياس فعالية  برولايديزقة بين إنزيم الولمعرفة العلا maxV( [30](بالسرعة القصوى 
-30( والتي تراوحت ما بين )Gly-Proبرولين )-س كلايسيننزيم بوجود تراكيز مختلفة من مادة الأساالإ
( يبين ان سرعة التفاعل الإنزيمي تزداد بزيادة تركيز المادة الأساس حتى 9ملي مول/لتر(، والشكل ) 65

حديد تركيز المادة الأساس ى قيمة توقفت بعدها الزيادة في سرعة التفاعل الإنزيمي وبذلك يمكن توصلت ال
)مكيلس  للتفاعل الإنزيمي وهذا مطابق لما اثبته العالمان )maxV(اللازمة للوصول الى السرعة القصوى 

الة للإنزيم غير مشبعة ومنتن(، اذ أوضحا ان استعمال تراكيز واطئة من مادة الأساس يجعل المواقع الفع
ساس بشكل كبير تصبح المواقع الفعالة للإنزيم مشبعة بمادة بالمادة الأساس لكن عند زيادة تركيز مادة الأ

ي عندما يتم التوصل الى السرعة القصوى للتفاعل بعد التركيز هذا فأن سرعة التفاعل الإنزيمي الأساس ا
Burk -(Line Weaverبرك  -وبتطبيق علاقة لاينويفر  3][2تكون غير معتمدة على تركيز المادة الأساس

plot) قصوى ة السرعة الوجد ان قيم)maxV(  وثابت مكيليس)mK( كانت مساوية لـ   برولايديزلإنزيم الـ
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(. لوحظ في  9ملي مول/لتر على التوالي وكما هو موضح في الشكل ) 10وحدة إنزيم/لتر و  3448.2
 maxV( 601(مايكرومول وقيمة السرعة القصوى  178 )mK(يس دراسات سابقة ان قيمة ثابت مكيل

 . [41]م من البروتين للإنزيم المعزول من امعاء الجرذانكل دقيقة لكل ملغمايكرومول ل

 

 
 .لإنزيم برولايديز (mK( وثابت ميكيلس )maxVبرك لتحديد قيمتي السرعة القصوى) -رسم لاينويفر :9الشكل  

 
 :برولايديزة الدوائية على فعالية إنزيم تأثير المركبات الكيميائي .7

إما أن تقلل او تزيد من  برولايديزى فعالية إنزيم ميائية التي تعمل تأثير عليوجد عدد من المركبات الكي
سرعة التفاعل الإنزيمي وقد تم استعمال عدد من المركبات الكيميائية الدوائية لمعرفة تأثيرها على فعالية الإنزيم 

ير المركبات الكيميائية لسائل الأمنيوني، واستعملت الظروف المثلى المحددة مسبقا لدراسة تأثالمعزول من ا
ظروف الإنزيم السابقة الذكر من الاس الهيدروجيني وغيرها التأثير المختلفة على فعالية الإنزيم فقد لوحظ ان ل

تم استعمال عدد من الأدوية النقية   اذ . [42]تثبيط او تنشيط التفاعل الإنزيميفعالية الإنزيم من خلال  على
ها( واستحصلت من الشركة العامة لصناعة الأدوية, ومن شركة الحكماء المحددة )لا تحوي اي مضافات علي

، ويوضح برولايديزصناعة الأدوية والمستلزمات الطبية في محافظة نينوى لمعرفة تأثيرها على فعالية إنزيم ل
ة الحصول عليها من خلال استعمال تراكيز مختلفة مقاربة ضمن تركيز ماد ( النتائج التي تم 3الجدول رقم )

ملي مول/لتر( لجميع   15و 10و 5ي )الاساس التي تم الحصول عليها عند تحديد الظروف المثلى للإنزيم وه
ناك نسبا  ، فقد اشارت النتائج الى ان ه[31]( واخرينBefani) تلك المواد الكيميائية الدوائية وحسب طريقة الباحث

رنا بفعالية الإنزيم التي تم الحصول عليها في الفقرة مختلفة لفعالية الإنزيم المفصول من السائل الأمنيوني مقا
برولين(، وكما هو معلوم لكل دواء مستعمل له تأثيرات علاجية مختلفة   -مادة الأساس من كلايسين)تأثير تركيز 

وفلاجيل   Ceramideستخدم كمضادات حيوية مثل )السيراميد على الجسم، فعلى سبيل المثال هناك أدوية ت
Flagylنظام العصبي المركزي ومنشط ايضي مثل الكافايين او مسكن للآلام المختلفة مثل  ( او منشط لل

الذي يعد من  Theophyllin anhydrousوثايوفلين اللامائي   Psedophedrineالباراسيتامول وبسيدوفيريدين 
 رفينيرامين ماليتكلو وال ويثبط الناقلات العصبية ويستعمل في علاج الربو Xanthesمجموعة الزانثات 

Chlorpheniramine-maleate   وهو مضاد الهستامين يستعمل لحالات تحسس الجهاز التنفسي العلوي التي
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عمل الذي يست HCl-Diphenhydramineفي  هايدروكلورايد -فينهايدرامينوالداي  [43]تتضمن الجيوب الانفية
يستعمل في  HCl-Metoclopramideورايد هايدروكل –والميتوكلوبراميد  [44]لعلاج التهاب البنكرياس

، كما تم دراسة تأثير [46]الاضطرابات الهضمية لتخفيف ومنع الغثيان والاقياء بعد العمليات الجراحية
 .[52]هو مضاد للالتهاباتالدكساميثازون وهو دواء ينتمي الى فئة الأدوية الهورمونية الستيرويدية و 

لى ان هناك تثبيط لفعالية الانزيم عند استعمال المركبات ( ا3اوضحت النتائج  في الجدول رقم )
ملي مول/لتر( مقارنة مع الفعالية   15، 10، 5الكيميائية الدوائية المختارة وبنسب مختلفة عند استعمال التراكيز )

 دة عالمية /لتر.  وح 3448.2القياسية الاخيرة للإنزيم وهي 
ية لها تأثير انخفاضي لفعالية إنزيم البرولايديز وبنسب اذ لوحظ ان هناك العديد من المركبات الدوائ

(  3مختلفة وكانت اعلى نسبة مئوية لانخفاض فعالية الانزيم كان لمركبي باراسيتامول والالوبيورانول )الجدول 
الامراض او مضاعفاتها التي تزيد من تليف الانسجة مثل  وهذا يمكن الاستفادة منه في تقليل من حدوث بعض

لكبد او تقليل من حدوث عملية تصلب الشرايين ولكن بالمقابل يمكن ان يؤثر على الوظائف الحيوية  تليف ا
الفسلجية المختلفة داخل الجسم، ولقد لوحظ ان هناك حالة مرضية نادرة يمكن ان تؤدي الى انخفاض في فعالية  

  الآفات الجلدية والتخلف العقلي ه الجسم والذي من الممكن ان يؤثر على النسيج الرابط ومن اعراض  الإنزيم في
وقد لوحظ ان الإنزيم المنقى من مصادر مختلفة من الممكن ان يحل محل   التهابات الجهاز التنفسي المتكررةو 

من انخفاض فعالية الانزيم  فضلا عن ذلك فأن تجنب بعض الادوية التي يمكن ان تزيد  [16]بعض العلاجات
في دراسات سابقة ان هناك بعض الأدوية غير الستيرويدية المضادة   لتقليل من التأثير على الجسم، لوحظ

 Sodium salicylateوسلسيليت الصوديوم Acetyl-salicylic acidللالتهابات مثل استيل حامض السلسليك 
لها دور في تثبيط العمليات الايضية Indomethacin واندوميثاسين  Phenylbutazoneوفينايل بيوتازون 

وكذلك هناك تثبيط للإنزيم . [48,47]لال تثبيط فعالية إنزيم البرولايديز في بناء الكولاجين في الخلاياللكولاجين خ
  . Puromycin [40]والبيورومايسين  Bacitracinمن خلال الأدوية التي تشابه مادة الاساس مثل باستراسين 

لعملية بناء الكولاجين وبالتالي تقليل من  تثبيط بشكل قليلالاسة اخرى لوحظ ان الكلورافينيكول يعمل على وفي در 
وهذا مطابق لما وجدناه في دراستنا الحالية. فضلا عن ذلك فقد لوحظ ان دواء دايونوربيسين  [49]فعالية الإنزيم

Daunorubicin [50]ديزيعمل على التثبيط من فعالية إنزيم البرولاي . 
 

 . برولايديز على فعالية إنزيم الدوائيةتأثير بعض المركبات الكيميائية : 3 الجدول

 المركبات الكيميائية الدوائية  الرقم 
التركيب الكيميائي 
للمركبات الكيميائية  

 الدوائية 

المركب   ركيزت
ملي  )الدوائي 

 مول/لتر( 

  الإنزيمفعالية 
 برولايديز 

 )وحدة عالمية/لتر(

 المئوية *النسبة 
 (-)  للتثبيط

 والتنشيط)+(

 يفضل تنشيط  سيراميد 1
Ceramide 

 

5 1721.2 -50.08 
10 1697.3 -50.77 
15 1600.8 -53.57 

 ميتوكلوبراميد  2
Metoclopramide  

5 1763.5 -48.85 

10 1600.23 -53.59 

15 1500.8 -56.47 

 بيسيدوفيدرين  3
Pseudoephedrine  

5 1827.6 -46.99 
10 1785.7 -48.21 

15 1745.3 -49.38 
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4 
 فيلين اللامائي ثيو 

Theophlline 

anhydrous  

5 2123.3 -38.42  
10 2012.5 -41.63 
15 1989.2 -42.31 

 اللامائي  نالكافايي 5
Caffeine anhydrous 

 

5 1981.3 -42.54  

10 1875.2 -45.61 

15 1806.3 -47.61 

6 
  -داي فينهايدرامين 
  هايدروكلورايد

Diphenhydramine-

HCl  

5 2249.8 -34.75 

10 2220.9 -35.59 

15 2201.6 -36.15 

 ميترونيدازول  7
Metronidazole 

 

5 1812.5 -47.43 

10 1788.9 -48.12 

15 1733.6 -49.72 

 كول نالكلورامفي  8
Chloramphenicol 

 

5 1456.3 -57.76 

10 1325.7 -61.55 

15 1244.9 -63.89 

 ل باراسيتامو  9
Paracetamol  

5 1163.2 -66.26 

10 1123.5 -67.41 

15 1095.7 -68.22 

 الالوبيورينول  10
Allopurinol 

 

5 1248.6 -63.78 

10 1144.3 -66.81 

15 1079.5 -68.69 

11 
 كلورفينيرامين ماليت 

Chlorpheniramine 

Maleate  

5 2254.3 -34.62 

10 2245.1 -34.89 

15 2239.8 -35.04 

 ديكساميثازون  12
Dexamethasone 

 

5 4018.6 +16.54 
10 4123.24 +19.57 
15 4385,7 +27.188 

 وحدة عالمية /لتر. 3448.2( هي Controlعلما ان الفعالية القياسية للإنزيم بدون تثبيط ) *
 

اذ وصلت النسبة المئوي لتنشيط من جانب اخر فقد لوحظ ان هناك زيادة في نشاط فعالية الإنزيم و 
 في دراساتايضا (، اذ لوحظ 3( عند استعمال مادة ديكساميثازون )الجدول 27.18-16.54الانزيم ما بين )

الكيميائي نوع الميليفالين  سابقة ان هناك بعض الأدوية لها تنشيط في فعالية إنزيم البرولايديز مثل الدواء 
Melphalan [47] وكذلك   [51]جد ان عند فسفرة الإنزيم من الممكن ان يزيد من فعاليته. وفي دراسة اخرى و

اشارت بعض النتائج السابقة ان لمركب الهيدرازين القدرة على تحفيز بناء الكولاجين من خلال تحفيزه لإنزيم 
ي تنشيط او . وإن أ[52]ر البرولين ليشارك في عملية اعادة بناء الكولاجينالبرولايديز الذي يعمل على زيادة تحر 

الموقع الفعال لإنزيم البرولايديز من خلال التأثير على الأحماض   تثبيط للإنزيم هو يكون من خلال التأثير على
ع الفعال  كلوتاميك وحامض الاسبارتيك التي تشارك في زيادة استقرار الموقالامينية الهستيدين وحامض 

 . [14]وفعاليته
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ه التحليلية المائية لمركبات الفسفور العضوية السامة لهذا فأن ايجاد  ان إنزيم البرولايديز ضعيف في فعاليت
الإنزيم بفعالية عالية جدا ضروري لدعم عملية تحلل تلك المركبات السامة من العوامل العصبية الكيميائية 

او المركبات ذات التأثيرات   Diisopropyl fluorophosphates (DFP)والمبيدات الحشرية مثل مركب
، ولهذا كان من الضروري ان نعمل على  [53]بية التي تستعمل في الحروب والمثبطة لإنزيم كولين أستريزالعص

 ايجاد الإنزيم بنقاوة جيدة وبفعالية عالية نسبة الى كميته وايجاد المركبات الكيميائية التي تعمل على تنشيط من
ية تكوين الانزيم من خلال تقنية الهندسة الوراثية  المركبات الدوائية، فضلا عن ذلك فانه يمكن ان يتم تطوير عمل

 . [53]للإنزيم
 

 تحديد نوعية التثبيط للمركبات الدوائية المحددة في الدراسة:  .8
 ان المركبـــــات( 20و 19و 18و 16و 13و 12و 11)الاشـــــكال رقـــــم:  اشـــــارت النتـــــائج الموضـــــحة فـــــي

ــوع  ــن نــــ ــة مــــ ــيراميدالدوائيــــ ــد  الســــ ــيدوفيدرينو وميتوكلوبراميــــ ــدرامينداو  بســــ ــد -ي فيهايــــ ــولهايدروكلورايــــ  وكلورامفينكــــ
ــيتامول ــول وباراسـ ــن  ا  تثبيط ـــ وااعط ـــ وألوبيرانـ ــوعمـ ــي نـ ــيط ،Competitive inhibitor تنافسـ ــذا التثبـ ــد هـ  اذ يعتمـ

ن المثــبط والمــادة الأســاس، فبزيــادة تركيــز المــادة التنافســي علــى تركيــز المثــبط والمــادة الأســاس والألفــة النســبية بــي
، [32]تقليـــل نســـبة التثبـــيط الـــذي يكـــون تركيبـــه )المثـــبط( فـــي الغالـــب مشـــابها  لتركيـــب مـــادة الأســـاسالأســـاس يمكـــن 

برك بوجود أو عدم وجود المثـبط التنافسـي نلاحـظ ان هنـاك بقـاء قيمـة  -البياني لمعادلة لانيويفر وباستعمال الرسم
لمركبــات الدوائيــة المثبطــة للتفاعــل عنــد اســتعمال ا mKثابتــة ولكــن توجــد زيــادة فــي قيمــة  maxVالقصــوى الســرعة 

 الســـيراميدللمركبــات الدوائيــة  mKالإنزيمــي )أي بمعنــى تــنخفض ألفــة الإنـــزيم لمــادة الأســاس(، فقــد وجـــد ان قيمــة 
، 66.6هـي: ألوبيرانـولو  باراسـيتامولو  مفينكـولكلوراو هايدروكلورايد -داي فيهايدرامينو  بسيدوفيدرينو وميتوكلوبراميد 

 ملي مول /لتر على التوالي. 100.0، 90.9، 83.33، 55.55، 52.63، 71.42
ــد أظهـــــرت ــائج  عـــــلاوة علـــــى ذلـــــك، فقـــ ــايينايضـــــا النتـــ  ان المركبـــــات الدوائيـــــة مـــــن نـــــوع ثيـــــوفيلين وكافـــ

 Non-Competitive inhibitor تنافســينــوع غيــر المــن ال ا  تثبيط ــ وااعط ــ وكلــورفينيرامين ماليــت وميترونيــدازول
(، اذ تمتــاز تلــك الانــواع مــن المثبطــات بــان تركيــب المثــبط لا يشــابه تركيــب 21و 17و 15و 14)لاحــظ الاشــكال 

المــادة الأســاس أو قــد يشــابهه قلــيلا ، ويــرتبط المثــبط غيــر التنافســي عــادة  مــع الإنــزيم فــي موقــع آخــر يختلــف عــن 
عـال للإنـزيم لـذا فـان تنافس بـين المثـبط والمـادة الأسـاس علـى الاتحـاد مـع الموقـع الف الموقع الفعال أي لا يوجد أي

( 21و 17و 15و 14، اذ يلاحـظ مـن الاشـكال )[32]زيادة تركيز مادة الأساس لا يلغـي تـأثير عمـل هـذه المثبطـات
 maxVفـي قيمـة ثابت، ووصل الانخفـاض  mKمع بقاء قيمة  maxVان هناك انخفاضا  في مقدار السرعة القصوى 

 وميترونيدازول للأدوية من نوع ثيوفيلين وكافايين م/لتروحدة إنزي 2325.58و 2000.0، 2439.0، 2173.9الى 
 وكلورفينيرامين ماليت على التوالي .

إن أي مركب يعمل على تثبيط فعالية إنزيم برولايديز وبنسب مختلفة تعمل على تثبيط عملية بناء 
دخل بشكل رئيس في بناء ر على وظائف وانسجة الجسم المختلفة، كون إنزيم البرولايديز يالكولاجين وبالتالي تؤث

الكولاجين، وان الكولاجين له تأثير على تراكيب الانسجة الرابطة والمحافظة عليها من خلال زيادة مرونتها لعديد 
(  Donejkoبل الباحث )، ففي دراسة سابقة من ق[54]من الاعضاء من الجلد والعظام والغضروف والاوتار

تثبيط بناء الكولاجين، من خلال تثبيطه لفعالية إنزيم البرولايديز وهذا  لوحظ ان الكافايين يعمل على  [55]واخرين
، وبما ان DNAما وجدته دراستنا ايضا، فضلا عن ذلك فان للكافايين دورا  تثبيطيا  لعملية بناء الحامض النووي 

كافايين يمكن ان يؤثر ز لهما دور في عملية بناء وشفاء الجروح وان تثبيطه من قبل الالكولاجين وإنزيم البرولايدي
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( التي تستعمل Alkaloidsان الكافايين يعد من المركبات الالكيلويدية ). اذ [55]على زيادة سرعة شفاء الجروح 
لاستهلاك اليومي للكافايين مع العديد من الأدوية والذي يكون شائعا ايضا في المشروبات المختلفة وان معدل ا

سم. ولوحظ ان له دورا  مهما  ضد الالتهابات والامراض السرطانية وله  ملغم/كغم من وزن الج 7-3يكون بين 
والذي يشابه في التركيب هو الثيوفيلين الذي اعطى تثبيط ايضا لفعالية الإنزيم  [56]صفات مضادة للأكسدة 

قة ان  لوحظ في دراسات ساب (. 15و 14بيط غير التنافسي )لاحظ الشكلين وكانت نوعية التثبيط فيه من نوع التث
على إنزيم البرولايديز المعزول من الكبد والكلية   Captoprilهناك تأثير تثبيطي للمركب الدوائي كابتوبيرل 

يا  قليل لإنزيم والامعاء الانسان والجرذان )كابتوبيرل دواء يستعمل لمعالجة ارتفاع ضغط الدم(، وله تأثيرا  تثبيط
هيدروكسي برولين دلالة  -4ذ أن زيادة طرح الببتيدات المرتبطة مع البرولايديز المعزول من كريات الدم الحمر، إ

. وفي دراسة اخرى لوحظ ان هناك تثبيط تنافسي للإنزيم بوساطة [57]على تثبيط إنزيم البرولايديز بفعل كابتوبيرل
ايرفيت والذي ينتج منه الب Glycolysisتتكون خلال مسار كلايكوليسزز  التي PEPمادة فوسفواينول بايروفيت 
 .[58]بفعل إنزيم بايروفيت كاينيز

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :11الشكل 
 تنافسي.ذي اعطى تثبيط وال السيراميد

 

برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :12الشكل 
 تنافسي. ى تثبيط والذي اعطميتوكلوبراميد 

 

مركب برك عند استخدام  -رسم لاينويفر :14الشكل  
 تنافسي.والذي اعطى تثبيط ثيوفيلين 

 

 برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :13الشكل  
 تنافسي. والذي اعطى تثبيطبسيدوفيدرين 
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برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :15الشكل  
 تنافسي. ر الغي  والذي اعطى تثبيطكافايين 

 

داي  برك عند استخدام مركب -رسم لاينويفر :16الشكل 
 تنافسي. والذي اعطى تثبيطهايدروكلورايد -فيهايدرامين

 

برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :17الشكل 
 تنافسي.غير ال والذي اعطى تثبيط ميترونيدازول

برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :18الشكل  
 تنافسي. والذي اعطى تثبيطمفينكول كلورا

 

برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :19الشكل  
 تنافسي. والذي اعطى تثبيطباراسيتامول 

 

برك عند استخدام مركب  -رسم لاينويفر :20الشكل  
 تنافسي. والذي اعطى تثبيطألوبيرانول 
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